ヌードマウス可移植性エストロゲンリセプター陽性ヒト乳癌腫瘍（MCF-7）の増殖，細胞動態，エストロゲンリセプターおよびIGF-1に及ぼすホルモンの影響について by 小矢崎 直博
金沢大学十全医学会雑誌 第100巻 第4 号 601－ 61 4く199い
ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プタ 一 陽性 ヒ ト乳癌
腰癌くM C F－71の増殖， 細胞動態 ， エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プタ ー
お よ び 工GF－1 に及 ぼ す ホ ル モ ン の 影響 に つ い て
金沢大学医学部外科学第 二 講座 く主任 二 宮崎過失教授フ
小 矢 崎 直 博
く平成3年 6月14 日受付1
601
ヌ ー ド マ ウ ス 可移植性 エ ス ト ロ ゲ ン リセ プ タ 一 陽性 ヒ ト乳癌腫瘍 M C F－7 の増殖 に 及 ぼす ホ ル モ
ン の 影 響 を ． エ ス ト ロ ゲ ン くestrogen， 17P －e Stradiol dipropion ateナ 投 与群 くEi群1， タ モ キ シ フ ェ ン
くta m o xife nI 投与群 くT A M群1， 薬剤非投与群く対照群ナ の 3群 に 分 け ， 腫 瘍重量 ， フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー に よ る S 期分画 くS pha sefr a ctionくS P FII， エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ タ ー 酵素 免疫測定法くe stroge n
re c eptor en zym eim m u noas sayくE R．EIAll， エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ タ ー 免疫 細胞化学測定法くe strogen
re c epto rim m u n o cyttxhe micala ss ayくE R－IC AII， ラ ジオイ ム ノ ア ッ セ イ くr adioim m u n o ass ayくRl鋸1に よ
る 血中イ ン ス リ ン 様増殖因子 1 tins ulin like gro wth fa cto r．1くIG F－ 川 ， 腫 瘍 内 IG F－1， IG F．1 染 色
くIG F－1 免疫組織化学染色1， E R－I C A と3H． チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ る 二 重染色 お よ び
IG F－1 染色 と 8H－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ る 二 重染色 を用 い て検討 した ． そ の 結果 ， 1I
M C F－7 の増殖 は E2 群で促進 され ， T A M群 で抑制 され ， S P F も E2群で 上昇 し， T A M群 で低下 を示
した ． 21 E R－ EIAに よ る E R値 は E2群で極 め て低 い 値 を示 し， T A M群で も 有意 に 低 い 億 を示 し
た ． 31 E R，IC Aに よる E R陽性細胞率で も ， E2群で は 陽性細胞 を ほ とん ど認め ず， T A M群で 低い 傾
向 を示 し た ． 41 血 中 IG F－1 は ， E2群 で有意 に 低下 を示 し， T A M群 で 差 を認め な か っ た ． 51 腰瘍内
IG F－1， I G F－1 染色に よ る I G F－1 陽性細胞率は と も に E2群で 有意に 低 く ， T A M群 で 有意に 高 い 値 を示
した ． 61 E R－I C A と3H，チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ ー の 二 重染色に よ る E R陽性細胞 ， 及 び E R
陰性細胞 の 3H＋チ ミ ジ ン 標識細胞指数は ， T A M群 ， 対照群と も に ， E R陰性細胞 の標識指数が E R陽性
細胞 の そ れ に 比 べ 有意 に 高 か っ た ． り 工G F－1染 色と 3廿 チ ミ ジ ン オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ ー の 二 重染色に
よ る I G F－1 陽性細胞 ， 及 び IG F－1 陰性細胞の 3H － チミ ジ ン標識細胞指数 は ． 3群 と も に I G F－1 陰性細胞
の標識指数 が IG F－1 陽性細胞 の そ れ に 比 べ 有意 に 高か っ た ． 8う 各腫瘍毎に 工G F．1 陽性細胞率 ，
3
甘 チ
ミ ジ ン標識指数 を プ ロ ッ ト し ， そ の 相関関係 を検討 した結果 ， 負 の 相 関関係 を認 め た ． 以 上 の 結果 よ
り， 免疫反応性 IGF－1 は ， 生体 内に お い て M C F－7腫瘍の 増殖 に 促進的 に 働か な い こ とが 示 唆さ れ た ．
Key w ords estroge n re c eptor， horm o n o n e s， IG F－I， M C F－7， n ude m ou se
ホ ル モ ン依存性乳癌 は ホ ル モ ン に よ っ て そ の 増殖が 殖 因 子 ア ル フ ァ くtra n sfor ming gro wth factor－ Lr
制御され て い るが ， そ の 機序 に つ い て はな お ， 不 明 な くT G F． a 汁． 腫 瘍 化 増殖 因 子 ベ ー タ くtr an Sfor ming
点が 多い 了 最近 ， 乳癌 の ホ ル モ ン に よ る 制御 は ， 上 皮 gr owth factor．PくTGF－PJl， イ ン ス リ ン様増殖因子 1
増殖因子くepider malgrowth fa ctorくE GF汁 い 腫瘍化増 くinsulin．1ike growth facto r－1くIG F－1Ilと い っ た オ ー ト
A bbre viatio n s 二 aVid in－biotin pe roxidase c o mple x三 Brd U， 5－Br o m o．2
，
一 加 o xyurid ineニ D A B，
dia minobe nzid inei E2， 17 P ．estr adioldipropionatei EG F， epide rmal gro wth factors E工A，
e n zyme im m u n o ass ay iE R， e StrOgen reC eptOrニ ER．IC A， e StrOge n re C eptOrim m u n ocyto che mi－
Calass ay i E TW ， e St血 ated tu m or w eight ニ F C M， Flo w cyto m etry i H 度E， he m atoxylinand
602 小 突
ク リ ン くa uto crin el， パ ラ ク リ ン くpar ac rinel の 増殖因
子 を介す る と す る 説が 有力視 さ れ て い る
1 ト41
． 最近 ， 乳
癌腫瘍 に 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 恒o rtbe 皿
blottinglを施行 した研究 に お い て ， 特 に IG F－1 は癌細
胞 で な く 問質細胞で産生さ れ ， それ が 近在 す る癌細胞
の 増殖 を刺激 す る パ ラ ク リ ン 増 殖 因 子 くpar a C rine
growth fa ctorl で あ る と 示 唆 さ れ て い る
5，
． ま た ，
工GF－1 は ， 種々 の 乳癌細胞 の 増殖 を促進す るが
6ト 11I
， 血
清 IGF－1 濃度 を低下 させ る ソ マ ト ス タ チ ン の 類似物
質1釘は 乳癌細胞 の増殖 を抑制 す る と 報告さ れ てい る
13，
．
一 方 ， 生 体 内 の 研究 で 卵摘 し た ヌ ー ド マ ウ ス に
M C F－7 細 胞 を注入 し ， そ れ に 工GF－1 を投与 す る と腫
瘍形成 が認 め ら れ た と い う報告
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が あ り ， ま た ， タ モ
キ シ フ ェ ン くt am OXife nl の 抗腫 瘍効果 の 一 部 は ，
IG F．1 産生 に対 す る抑制に よ る と も 報告 され てい る
15－
．
しか し なが ら ， 生体内 に お ける 血 中 IG F－1 は成長 ホ ル
モ ン の 影 響 を 強 く 受 け て お り ， 閉 経 後 の 患 者 に
eth inylre stradiol を投 与す る と ，
． 血 中 I G F－1 が低 下
し 即
7I
， そ の 後 の タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 血 中
IGF－1 値が 回復 す る と報告 さ れ て い る
畑
． 問質細胞由
来の 工GF－1 は ， 肝で産生 さ れ る IG F．1 と同様で あ り ，
生体 に お い て は こ の 問質細胞 の み な らず ， 肝 で産生 さ
れ る 王G F－1 も M C F－7 乳癌細胞 の 増殖 に 関与 す る と考
え ら れ ， エ ス ト ロ ゲ ン や タモ キ シ フ ェ ン が 血 中， 及 び
腫瘍内 IG F－1 に 及ぼ す 影響 は非常 に 複雑 であ る と 考
え られ る ． 従っ て ， 生体 に 各種 ホ ル モ ン剤 を 投与 し ，
腫瘍増殖や細胞動態に 対 す る影響 を血中 1 G F－1， 及 び
腫瘍内 IG F－1 と の関係か ら検討 す る こ と は 大変興味
深 い と思わ れ る ． そ こ で 今 回 ， エ ス ト ロ ゲ ン リ セ ブ
タ ー くe str ogen re ceptorくE Rll 陽性乳癌 M CF－7腫瘍 を
ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し ， 各種 の ホ ル モ ン に よ る 内分泌
療法 を行い ト 腫瘍増殖 ， 細胞動態 ， E R，王GF－1 に 及ぼ
す 影響に つ い て検討 し た ．
材料お よ び 方法
工 ． 実験動物
実験動物中央研究所由来の B A L BIIc n uln u 雌 マ ウ
ス く日 本ク レ ア ． 東京1を金沢大学医学部付属動物実験
施設の アイ ソ ラ ッ ク 内で ， 滅菌水 と オ リ エ ン タ ル 固形
飼料くオ リ エ ン タ ル 酵母 ， 東京1 を投与 し飼育 した ， 実
験開始時の マ ウ ス の 体重 は 20g 前後 ， 週令は 6 へ 7週
e osin stain ingi IG F．1， insulin 1ike gr o wth
peroxidase anti－ pe r O Xidasei P B S， phosphate
radioim m u n oass ay ニ T A M， ta m OXife nニ T d，
と した ．
工I ． 移植腫瘍
E R陽性 ヒ ト乳癌培養細胞くM C F－71 く慶応大学医学
部久保 田講師よ り供与IIx lO
7個を10％牛胎児血清と
ペ ニ シ リ ンノス ト レ プ ト マ イ シ ン100単位 を含む培養液
R PM エー16400．5mlに 浮遊 さ せ ， ヌ ー ド マ ウ ス 背側皮下
に 接種 した ． 毎週 1 回， E P ホル モ ン ． デ ポ ー く1叩
－e Stradiol dipropio n ate lm glml， お よ び1 7a －hydrox．
ypr oge ster o n e c apr o ate 50m gJml， 帝 国臓器社 ， 東
京う0．1ml を大腿筋肉内 に 注射 し ， 腫瘍 の 増殖 を促し
た ． 増殖 した腫瘍を ヌ ー ド マ ウ ス か ら 摘 出 し ， 2m m
角の 塊 と し ， そ の 2 個 を Tro c a r針 を 用 い て受供用
ヌ ー ド マ ウ ス の 両 側背側皮下 に移植 し ， E P ホル モ
ン ． デ ポ ー 0．1ml を 毎週 1 回筋注 し腫瘍増殖を促し
た ． 移植 さ れ た膿瘍 が対数増加 す る28 日目 に 次 に示 す
内分泌療法 を行 っ た ．
m
． 内分 泌療法
マ ウ ス を無作為に 分 け ， 以 下の 3群 を作成し た ．
第 1 群 くE2群1二 17P ．e stradiol dipropion ate くEd
くSigm a社 ， St． Lo uis， M O， U SAl原末 1m g をゴ マ 油
1ml に 溶 解 して ， 5m gノkg 毎週 1回筋注 した ．
第 2 群 くT AM 群1ニ Ta m o xife nくT A Ml tI． C． I．
フ ァ ー マ 社 ， London ， Englandl 原末1m g を ゴ マ 油
1ml に 溶解 し て ， 5m glkg 毎週 1 回筋注 し た ．
第 3群 く対照葺約 二 無処置と して E2群 ， T A M群の 対
照と した ．
治療開始時 よ り遇 3 回， ノ ギス を用 い て膿瘍の長径
と短径 を計測 し た ． ま た ， 3 週間 の 内分泌療法後 ， 各
群の ヌ ー ド マ ウ ス を任意 に 二 分 し ， 一 方 は 5－ Bro m o一
－2
，
－De o xyuri din eくBrd UlくSigm a勧 20m glkg を腹腔内
に 注射 して 1 時間後 に採 血 し ， 屠殺後直ち に 腫瘍を摘
出 し そ の 湿 重 量 を 測 定 し た ． Ethylene dia mine
tetra a c etic a cidくE D T Alを含 む ス ピ ッ ツ に 採取した血
液 は 直 ち に 5，000g ， 10分， 4
0
C の 条 件下 で遠心機




C で凍結保存 し血中IG F－1 測定 に 供 した ． 腫 瘍はそ
の 一 部 を70％ エ タ ノ ー ル に 固定 し， フ ロ ー サイ トメト
リ ー くFlo w cyto m etryくFCMlいこよ る S 期細胞率の測
定に 供 し ， 他の 部分 は－80
0
Cに保 存 し酵素免疫測定法
くe n zyme－ h m un o a ss ayくE瑚 いこ よ る エ ス ト ロ ゲ ンリ
セ ブ タ ー くe str oge n r ec epto rくE Rllの 測定， ラ ジオイム
fa ctor－1ニ N G S， n O r mal go at s eru m三 PA P，
bufered s aline三 r， C OrT elation c oeffic e nt芸 R n，
tum or doubling tin1e三 T G F－ a ， tr a n Sfor ming
gro wth fa ctor－ a i T G F－ P， tranSfor ming gr o wth factor－ P
ヒ ト乳癌腫瘍くM C F－71 に お ける免疫反応性 工G F－1 に つ い て
ノア ツ セ イ くr adioim mu n o as s ayくRl封J に よ る I G F－1
の測定 に供 した ． 他 の 一 方は
3H－ チ ミ ジ ン く3H－thymi－
dine ， 特 異 活性 くspe cific a ctivityI 2 3． 6 Cil m m ol，
Am ersh am Bu ck ingha mshire， Lo ndo n， EnglandlI50JL
Cilkg を腹腔内注射 し ， 1時間後 に 屠殺 し ， 直 ち に 腫
瘍を摘出 しそ の 湿重量 を測定 し た ． そ の 腫 瘍 を 2 分
し，
一 方は － 80
0
Cに 保存 し ， エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プ タ ー
免疫細胞化学測定法くE R．im m u n o cyto－ Che micalas s ay
くER．IC AIIお よ び E R－IC A と
3H－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ
オグラ フ イ ー く
8H－th ymid ine a utor adiogr aphyl に よ る
2重染色に 供 し ， 他方 は10％中性緩衝 ホ ル マ リ ン に 固
定後 ， 工G F－1 染色 ， お よ び 1G ト1 と 刊． チ ミ ジ ン オ ー
トラ ジオ グ ラ フ イ 一 に よ る 2重染色に 供 した ．
N ． 治療効果 の 判定
1 ． 推定腫瘍重量くe stim ated tu m o r w eight， E T WI
Natio nal Ca n c e rhstitute くN． C． り プ ロ ト コ ー
ル18Iに 準 じ， 各腫瘍毎 に
推定腫瘍重量 二 長径 X 短径2－ナ 2
を計算し ， 各群毎 に 平均推定腰瘍重量 を 求め ， 治療 開
始後の 日数毎 に プ ロ ッ ト し ， 腫瘍 の 増 殖曲線 を求 め
た．
2 ． 治療終了 時の 実測膿瘍重量
摘出した 腫瘍 は眼科 用 ハ サ ミ で脂肪組織 ， 線維組織
を可及的 に 除去 し ， 腫瘍 の湿重 量 を測定 し た ．
3 ． 腫瘍倍加時間くtum ordo ubling t血 e， T dl
Col血s ら の方法 糊 に 従 っ て ， 次式 に よ り腫瘍倍加時
間を算出 した ．
T dニ th 21くlm VrlnV。I
tこ 内分泌療法期間く21別
Vtこ21日目の 推定腫瘍重量
Vd 治療開始 日 の 推定腫瘍重量
V ． D N A Inde x くDI と S 期 分 画 くS pha s e
hctio n， S P FI
70％ エ タ ノ ー ル で 固定 し た組織片 を ， 0．5％ pep血
S Olutio nくpH l．5Iに て37
0
C ， 2 時間酵素処理 し
， 約 2 x
l O6 個 の 単 離細胞 と し た ． 2 N H Clに て3 0分 間 ，
Na2B407 に て10分間中和 した後 ， 0．01 M リン 酸緩衝生
理食塩水くpho sphate buffe red sal ine，P B SJpH 7．2 で二
回洗浄 した ． 次 に0 ．5％ Tw e e n－20くSigm aC he mical
Co． ， St． Lo uis， MO， U SAlお よ び0．5％正 常山羊血 清
くn or malgo ats e ru m， NG Sl を含 む P B S lm で15分間
再浮遊 し た 後 ， 一 次抗 体 と し て 抗 Brd U抗体 くanti－
Brd Um o n o clo nal antibcdy， 鮎 cto n Dik inson 血 m u n－
CXIytcchemistry Syste m， Mo u ntain V iew ， C A， USAl
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10ノバ を入 れ ， 室温 で60分間処置し た ． そ の後 ， 0．5％
Tw e e n－20を含 む PB Sで 15分間 二 回洗浄 した 後 ， 二 次
抗体 と し て FIT Cconjugated go at a nti－ m O u S eIgG
くCappelニ Co ope r Bio－ m edical hc． M alv e m， P A，
U S AllOJLlを 含む P BSで60分間浮遊 し た ． P B Sで 2
回 洗浄 し た 後 t D N A染色の た め，細胞 は propidium
icdideくPrdl， Sigm aChe mic al Co． ， U S A120glml を含
む P BS 4ml で30分以上再浮遊 し た ． そ の後 ． 細 胞 は
4叫 ナイ ロ ン メ ッ シ ュ で 濾過 し ， F C Mで 分 析 した ．
尚 ， 脾細胞 を 二 倍体くdiploiの の 対照と し て 用 い た ．
F C M は
，
E PICS－C くCo ulter Co． ， fB aleal1， F L A，
U S Al を使用 した ． 1検体に つ き 1 万個以上 の細胞 を
測定 し， 癌細胞 の G。Glpe ak と牌細胞の Gお．pe ak の
比 を D N A h dexくDD と し． DIニ 1．0を 二 倍体 ， それ 以
外の も の を異数倍数体くan e uploidl と した ． S 期 分画
は biv ariate Brd UID N A distr butio n よ り算出 した ．
Vl． E I A法 に よ る ER の 測 定
1 ． C舛 OS Ol の調整
－ 80
0
Cに 凍結保存 した腫瘍組織 を細切 し ， 7倍量の
ホ ル モ ジ ネ ー ト用 緩衝液 Lト リ ス 塩酸緩衝液 くト リ ス
ー ヒ ド ロ キ シ メ チル ー ア ミ ノ メ タ ン 1 0m M ， エ チ レ ン
ジ ア ミ ン 四酢酸 ニ ナ トリ ウム 1m M ， ア ジ化 ナ ト リ ウ
ム 31nM ． チ オ ブ リ セ ロ
ー ル 12皿 M ， グ リ セ ロ ー ル
10％， 塩酸 に て pH7．4 に調整Iコ を加 え ， 40C， 15秒
間， 3 回， 各45秒間 の休止期 を置き ホ モ ジ ナ イ ズ し
た ． こ の ホモ ジ ネ ー トを超遠心分離機 で50，0 00g， 4
O
C， 60分間遠心 し ， 上 清 を細胞質分画くCytos ol と して
得 た ． 紫外吸光測定で 細胞質分画蛋白濃度 2 へ 3 m gノ
ml に な る よう に 上 記の ホモ ジ ネ ー ト周 緩 衝液 に て希
釈 した ． こ の希 釈細胞質分画 を次の 操作 に 移す と 共に
Lo w叩 法 に よ る蛋 白定量 に 供 し た ．
2 ． 測定法
測定 は A B B O T T E R－EIAm oncclon al kitくA b bott
Labo ratorie s， North Chic ago， IL， US Al を用 い て 行 っ
た ． 各濃度の E R標準液く0， 5， 25， 100， 250fm ol mlJ
200ノJl ずつ を ， 反応 ト レ イく以 下 ト レ イ と略 す る1の 各
穴 に 分注 し
， 順 に 検体希釈用緩衝液10叫 1， さ ら に 検
体ま た は E Rコ ン ト ロ ー ル 液100声lずつ を分注 した ．
E R抗体 ビ ー ズく以 下 ビ ー ズと 略す る1 1個 を ト レ イ の





間 ， 1 回 目の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ． 反 応液 を
吸 引除去し ， ビ ー ズ を蒸留水 で 洗浄し ． く5ml， 2 回1，
直 ちに E R抗体 － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ20叫 1を各穴 に 加




1時間 ， 2回 目
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ． 再度反応液 を吸 引除
去 し
，
ビ ー ズ を洗浄 し， く5ml， 2回ン， 直 ち に ビ ー ズ を
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酵素反応用試験管 に移 し ， 調整 した 基質液く0．0 2％過
酸化水素 5ml に オ ル トフ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ニ 塩酸塩
15mg1300〆1 をビ ー ズ の 入 っ た 試験管 に 加 え ， 室温で
30分間 ， 3回目の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た ． 1N
硫酸 1ml を すべ て の試験管 に 加 え ， 酵素反応 を停止 さ
せ た後 ， サ ン プ ル ミ キサ ー で 十分 に 混和 し た ． 蒸留 水
を ブ ラ ン ク と し て ゼ ロ 調節 し ， 波長 492n m で 吸光度
を測定 した ． 標 準 曲線 を作成 し ， 検体 の 吸光度か ら
ER 量 げm olノml を読み 取り ， その 値 を 2倍 し て E R
量 と した ． 検体の E R畳 げm olノmD を検体の蛋白濃度




R IA法 に よ る 血 中 工G f
l
－ 1， 腫瘍組織 I G F－1 の
測定
血中 IG F－1， 腫 瘍組織 IG F－1 の測定 は So m atom －
ed in－C Radioim m u n o as s ay K it くN ichoIs hstitute
Diagn o stic s， SzulJu a nCapistr an 0， CA 92675， U S Aナ を
用い て 行っ た ．
1 ． 血中 I G F．1
e へ 囲の 番号 を 記 し た 試験管 を用 意 して0 ， 魯 を
ト ー タ ル カ ウ ン ト測定用 ， e 旬 囲は標準曲線製作用 に
使用 した ． 試験管e． せ に Om Uノml 標準 ソ マ ト メ ジ
ン C溶液 を50JLlずつ と り ， C9， 61に 7m Ulml標準 ソ
マ トメ ジ ン C溶液 と ， 順次魯 ， 硯ま で の試験管 に そ れ
ぞ れ標準ソ マ トメ ジ ン C溶液 を5 0ノ上1ずつ 秤 取 した ．
ソ マ トメ ジ ン管 理血 清 お よ び検体 はあら か じめ 緩衝液
げBSl を用い て20倍 に 希釈 し， 次 い で 1希釈検体 に っ
き 2本ずつ の 試験管を準備 し ， 魯以降の番号 を記入 し
て 各希釈検体 を50ノJlず つ 秤取 した ． 以降の 試験管 に
緩衝液250ノバ ずう 加 え ， さ らに ソ マ トメ ジ ン C抗血清
溶液 を100声1 ずつ 加 え ミキ サ ー で 混和 した ． 室温 で 1
時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し ， す べ て の 試験管 に
125王 様 識 ソ
マ トメ ジ ン C溶液 を100〆 ずつ 加 え ， ミ キ サ ー を 用 い
て 泡和 した ． 5
0
Cで24時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し， e以 降
の 試験管 に 第 二 抗体溶液 を5叫 ずつ 加 え ， ミキ サ ー を
用い て 演和 した ． 5
0
Cで 1 時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し ， 母
以降の試験管 に 沈澱安定剤溶液 を20ノJ ずつ 加 え ， ミ キ
サ ー を用 い て 溝和 した ． 5
凸
C で 1時間イ ン キ ュ ベ ー 卜
し， 3．000r． p． m く2，000x gl で 冷却遠心分離 し ， 速や
か に 上 滑 を吸引除去 し た ． シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー く84－ ウ ェ ル オ ー ト ガ ン マ カ ウ ン タ ー ， A loka 社
製 ， 東京1 を用 い て ， 各試験管 の 放射能 を測定 した ．
Om ロノml 濃度の 標準ソ マ トメ ジ ン C溶液 の平均 カ ウ
ン ト数 を算出 し， 各標準 ソ マ トメ ジ ン C 溶液 お よ び検
体 の BノBo ％ を算出した ．
BIB。く％Iニ 各試験管 の カ ウ ン ト数 ＋ Om Ulml
濃度 の 標準 ソ マ ン ドメ ジ ン
C溶液 の 平均カ ウ ン ト数 XlOO
片対数 グ ラ フ 用紙 の対数目盛り く横軸1 に標準ソ マ
ン トメ ジ ン C 溶液を と り ， ま た 整数目盛 り く縦軸1 に
BノBo ％ をと っ て ， 各標準 ソ マ ン トメ ジ ン C溶液の Bノ
Bo％ を プ ロ ッ ト し ， 標 準曲線 を作成 した ． 標準曲線に
検体の BノBo ％ をあて は め て ， 検 体中の ソ マ ン トメ ジ
ン C濃度 を読 み取 っ た ． 上 記 の読 み値 よ り ， ソ マ トメ
ジ ン C の血中濃度 を次 の よう に算出 した ．
ソ マ ト メ ジ ン C くUノmりこ 読 み値 X20＋1，000
2 ． 組織 中 IGF－1
組織重量約0．5g を水冷下で細切 し ， リ ン 酸緩衝生
理食塩水 に て ト リボ ロ ン ホモ ジナ イ ザ ー を用 い て ホモ
ジナ イ ズ し ， 4t lOO，000r． p． m l時間超遠心を行っ
た ． そ の 上清 を上 述の 血中1G F－1 と同様 の方法で測定
し ， 組織 1g 量で算出 した ．
V肌 E R－I C A及 び E R－IC A と
3
H ， チ ミ ジ ン オ ー トラ
ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ る 二 重 染 色
E R－IC A は A B B OT T E R－1C A m o n cxIlo nal kit
くA bbottL al1 0ratOriesl を用い て行 っ た ． 凍踪保存した
腫 癌 組 織 を Cryostat くTiss u e－ Te cII， M nes 社 ，
Elkhart， USAいこ て厚 さ 4 旬 6Jバ こ薄切 し， リ ジン膜
加 工 した ス ライ ド グラ ス に の せ ， 3．7％ ホ ル マ リ ン を
含む0．01 M P BSpH 7．2中で15分間固定 した ． P BS 槽
で 5分間放置 し た後 ， ス ライ ド グラ ス を－15〆 － －ノ ■－ － 25
0
C
の メ タ ノ ー ル くm ethan ol 中に 4 分 間， － 1 5ヘ 2ー5
C
C
の ア セ ト ン くa c eto n el 中に 1分間浸 し ， 非特異的反応
を抑 え ， P B S中で 5 分間の洗浄 を 2 回 ， 行 っ た 一 次に
正 常 山羊血清くnor malgo at s e ru ml を滴下 し15分軌
湿 箱 中 で 反 応 さ せ た 後 ， 一 次 抗 体 くa nti－E Rrat
m on o clo nala ntibodyl を滴下 し ， 30分間 ， 湿箱中で反
応さ せ た ． P BS槽 で 5分間 ， 2 回 の洗浄 を行い ， 架橋
抗体 くgo at anti．rat antibcxlyl を滴下 し ， 30分間 ， 湿箱
中で 反応 させ た ． P B S槽 で 5 分間 ， 2 回 の 洗浄 を行
い ， P A P複合体くpero xidas elrat antiper o xidaselを滴
下 し ， 30分間湿箱中 で 反 応さ せ た ． P B S槽 で5 分臥
2 回 の洗浄 を行 い ． dia minobe n zid ineくD A Bl液を5分
間反応 させ た ． 流水 中で 5分間洗浄 した後 ， 1％くVノ
Vl ハ リ ス へ マ ト キ シ リ ン くHa ris He m atoxylin1 液で
5 分間核染色 を行 っ た ． 流水中で 5分間洗浄した後．
9 5％ エ タ ノ ー ル くetb皿 01 槽 中に 2分間ず つ 2 臥
1 00％ エ タ ノ ー ル 槽中 に 2分間ずつ 2 回 ， 更 に キ シ レ
ン くxyle n el 槽中に 2分間ずつ 2 回浸 し ， 脱水 ， 透徹を
ヒ ト乳癌腫瘍くM C F－71 に お け る免疫反応性 王G ト1に つ い て
行い ， マ リ ノ ー ル くMa血 0り に て 封入 した ． そ の 評価 は
400倍の視野で鏡検 し ， 一 検体 に つ き1，000個 の癌細胞
を数え ， D A Bに よ る 特異的核染色 の有無 に よ り E R
陽性， 陰性細胞に分け ，
ER 陽性細胞率く％1ニ E R陽性細胞数 十1，000XlOO
を計算 した ．
E RrIC A と
3H－ チ ミ ジ ン オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に
よ る 二 重染色 は ， 上 述 の E R一工C A の操作 の う ち ，
DA B滴下後 の水洗 ま で の 操作 を同様 に 行 っ た ． 次 に
スライ ドグラ ス を37
0
Cに て乾燥後 ， 400Cに加 温 した感
光乳剤に 約 3秒間 ， 静 か に 浸 し くmp画1g 法L 室温 で
1時間乾燥後 ， シ リ カ ゲ ル くsilic age1 と 共に 暗箱室 に
いれ ， 4
0
C， 3週間の 露出 を行 っ た ． 露 出の 終 了し た
スライ ドグラ ス を Co ndol．X で200C， 5 分間現象し ，
Conifix で10分間定着 ， 30分間水洗後 ， 10％くVIVl ハ
リス へ マ ト キ シ リ ン 液 に て 核染色 し ， そ の 後 は上 述の
E R染色と同様 に脱水 ， 透徹 ， 封入 を行 っ た ． そ の 評
価は400倍の 視野で鏡検 し ， － 検体 に つ き1
，
000偶の 癌
細胞 を数 え ， D A Bに よ る 特異的核染色 の 有無 に よ り
E R陽性細胞 ， E R陰性細胞 に分け ， 更 に それ ぞれ に つ
い て核 に 鍍粒子1 0個以 上 を み る も の を 3H－ チ ミ ジ ン 標
識細胞と した ．
3Hサ ミ ジ ン 標 識細胞指数 く3H－th ymid ine labeling
b de xI く％1ニ
3
H－ チ ミ ジ ン 標識細胞数 ＋1，000XlO O
E R陽性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標 識細胞指数 円山hy－
mid ine lal1 eling in dex of E Rpositiv e c ellsH ％1ニ
E R陽性 3H－ チ ミ ジ ン 標識細胞数＋ E R陽性細胞数
XlOO
E R陰性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標識細胞指数く
3
H－thy－
mi d ine label ing in de x of E Rn egative c ellsI
く％1ニ ER 陰性 3王i－ チ ミ ジ ン標識細胞数 ＋ E R陰性
細胞数 X lOO
を計算し た ．
旺 ． 工G F－1 染色お よ ぴ I G F－1 と 刊－ チ ミ ジ ン オ ー ト
ラジ オ グ ラ フ イ 一 に よ る 二 重 染色
ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン包埋 腫瘍組織 を ， 厚 さ 5
月 m で連続で 数枚薄切 し た ． 脱 パ ラ フ ィ ン 後 ． 内因性
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ活性 を除去 する た め
，
0． 3％過酸化
水素メ タ ノ ー ル 液30分間浸 し ， P B C液 で 5 分臥 2 回
洗浄し た後， 免疫染色 は ア ピ ジ ン ビ オ チ ン ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 複 合体 法 くa vidin－biotin pe ro xida s e c o mpe x
m ethed， A B Cm ethodJに 従い ， Ve cta stain A B C kits
くVector Lab． ， hc． ， Bu rling am e， C A， U S Al を用 い て
行っ た ． 一 次抗体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ヒ ト 工G F．1 抗体
605
くa mino a cids l to 70， IG F．1， Kabigen A B， Sttxkho一
lm， Sw ede nンを1，000倍に 希釈 し て用 い た ． 即 ち ， 非特
異的反応を抑 え るた め湿箱中で正 常山羊血清を滴下し
15分間
， 湿箱 中で反 応さ せ た後 ， 鵬 次抗体 を滴下 し，
3時間湿箱中で反応さ せ た ． P B S槽で 5 分間 ， 2 回 の
洗浄 を行 い ， 架橋 抗体 くbiotylated go at anti－rab bit
肌tib dyI を滴下 し ， 30分間湿箱中 で反応 さ せ た ．
P BS槽で 5分間
，
2 回の 洗浄 を行い ， A BC複合体 を
滴下し ， 30分間湿箱申で反応 さ せ た ． P BS槽で 5分
間， 2 回の 洗浄 を行い ， D A B液を 5分間反応 させ た ．
流水中で 5分間洗浄後 ， 1％ くVハり ハ リ ス へ マ ト キ
シ リ ン くHaris He m ato xylinJ 液で 5分間核染色 を行 っ
た ． 流水中で 5分間洗浄後， 95％エ タ ノ ー ル 槽中 に 5
分間ずつ 2 回， 100％エ タ ノ ー ル 槽中 に1 0分間ず つ 2
臥 更 に キ シ レ ン槽 中に10分間ずつ 2回浸 し ， 脱 水，
透徹 を行い ， マ リ ノ ー ル に て 封入 し た ． そ の 評価 は
ER－1C A と同様 に 鏡検 に て ， 一 検体 に つ き1，000個 の
癌細胞 を数え ， D A lヨ によ る特異的細胞質染色 の 有無
に よ り IG F－1 陽性細胞 ， 工G F－1 陰性細胞に 分 け ，
IG F－1 陽性細胞率く％，ニ
工GF－1 陽性細胞数＋1，000X lOO
0 7 川 2 1
Days afterinitial treat皿 ent
Fig－ 1． C hange s ofthe est血 ated tu m or w eights
in E2， T A M， a nd c ontrol gro ups 二 Fjq ユ
E2grOupくn ニ 36巨 書 一 専， T A Mgro up くn こ 361ニ





pく0．01 c o mpa red with c o ntr ol gr o up．
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を計算 した ．
1G F－1 染色 と 3H－ チ ミ ジ ン オ ー トラ ジ オ フ ラ フ ィ ー
に よ る 二 重染色 は ， 上 述 の E R－ICA と
3H－ チ ミ ジ ン
オ ー ト ラ ジオ フ ラ フ ィ ー に よ る 二 重染色 と同様 に 行 っ




000個の 癌細胞 を数え ， D A Bに よ る特異的細
胞質染色の 有無 に よ り IG F－1 陽性細胞 ， 1G F－1陰性細
胞 に 分 け ， 更 に それ ぞ れ に つ い て核 に 銀粒子1 0個以 上
を み る も の を
3住 チ ミ ジ ン 標識細胞 と し ，
工GF－1 陽 性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数
く3H．th ymid ine labeling in de x of I G F－1 positiv e
c eusH ％1ニ IG F－1 陽性 3H－チ ミ ジ ン標識細胞数 ＋
IG ト1陽性細胞数 XlOO
工G Ftl 陰 性細 胞 の
3H－ チ ミ ジ ン 標 識 細 胞 指 数
く3H－thymidin elabeling in de x of IG F－1 n egativ e
c ellsH ％1こ I G F－1 陰性
3H－チ ミ ジ ン標識細胞数 十
IGF－1 陰性細胞数 XlOO
を計算 し た ．
X ． 統計学的処理方法
本実験 の 成績 は す べ て 平 均 士 標 準偏差 くMe an士
S．D．I で 表 し た ． 2 群 間 の 平均値 の差 の検 定 に は
Student
，
s t テ ス ト を 用 い ， pく 0． 05 を有 意 の 差 と し
た ．
成 績
工 ． 腰 痛増殖
推定腫瘍重量は ， 対照群 に 比 して E2群 が 8 日目 で
有意 に 増加 し ， T A M群 が 5 日 目 に 有意 に 低下 し た
く図 1ト また ． 21 日 の 腫瘍湿重量 は対照群 に 比 して
E3群が 有意に 大き く くpく0．01I， T A M群 が 有意に小
さ か っ た くpく 0．0りく表 い ． 腫瘍倍加時間 は対照群 に
比 し て E2群が 有意 に 短縮 しくpく0．011， T A M群が有
意 に 延長 し た くpく0．0いく表 11．
II． 細胞動態
3H－ チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は対照群に 比 して E2群が
有意 に 高く くpく0．051， T A M群が 有意 に 低か っ た くp
く0．0引． S期分画 は対照群 に 比 し て E2 群 が有意の増
加 を認 め た が くpく0．051， T A M群 は対照群 と差 を認め
な か っ た ． ま た
，
D N A in de x は各群間 に 差 を認 めな
か っ た く表 21．
HI． 腫瘍の 病理 組織
対照群 の腰瘍 は充実性 の胞巣 を形成 し て い た く図
21． E2群 の腫瘍 は対照群 に 比 べ 核 分裂像が多く， 中心
壊死 を認 め たが ， そ の他 は対照 群 の それ と ほぼ 同様の
所見 でありく図31， T A M群 の腫瘍 は細胞が変性し ，
空胞が 多く認 め ら れ た く図41．
N ． E R値 と E R陽性細胞率
E R－EI Aに よ る E R値 は E2群 ， T A M群 と も に対照
群 に 比 して有意に 低 く くpく0．01I， 特 に E2群 で は測定
下限に 近い 低値 を示 し た ． E R－IC Aに よ る E R染色
は
， 核 に の み種 々 の程度 に 染色 され たが ， E2群で は2
個 の 腫瘍 に の み 僅か な陽性細胞 を認 め た ． 即 ち ， E R
陽性細胞率は ， E2群が 対照群 に比 して 有意 に低値を示
した が くpく0．O1， T A M群と 対照 群 は有意の 差を認め
な か っ た く表 31．




Tablel． Influ e n c e of horm o nalage nts ontu m or w eights a nd tu m ordo ubling tim e
Age nts Estim ated tu m or w eightsくm gl W et tu m or w eightsくm gl Tu m ordo ubling tim eくdayl
Ez 761 士26 0く36つ－
T A M 259 士10 5く36つb
Co ntro1 473 士18 5く28l
615 士214く36つ－ 9．7士3．4 く36つ－
26 9士102く36うb 22．7 士13．7 く36つ
b
41 9士1 61く28つ 1 2．9 土4．1く2鋸
a
， Pく0．01 in the E2 gr O uP V erSuS the c o ntr ol gro upニ
b
， pく0．01 in the T A Mgr o up v e rs u sthe
c o ntr olgr o up こく 1． No ． oftu m or s
Table2． lnflu en ceofhor m on al age nts on c ell kin etic s
Age nts
コH－thymidin elabelinginde xく％l S phas efra ctio nく瑚 D N A inde x
E2 30．5 士3．6
T AM 15．3 士5．3




















30．8 土3．9 く6つ－ 1．70 士0． 1く6つ
21．4 士4．6 く6つ 1．68 士0． 3くの
25．6 士2．0 く釦 1．69 士0． 1くの
a
， pく0．05 in the E2 gr O uP V erS u Sthe c o ntrol groupi
b
， Pく0．0 5 inthe T A Mgr o up
V er S u Sthe c o ntr ol gr o upこく l， No． oftu m o rs
ヒ ト乳癌腫瘍 くM C ト7J に お ける 免疫反応性 工GF－1 に つ い て
Fig．2． M ic ro s c opic f in d ing of M C F．7， Sho wing a
C arCino m awith trabe c ulae a nd s m alln e sts of
polygo nalc ens． くH 8tEh X200，
F短．3． M ic ro sc opic f in d ing of M C F－7 tre ated
with E2， Sho wing mitosis and n e c ro sis くa rro wl．
くH 及即i X20 0．
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血中 工G F－1 値 は対照群 に比 して E2群 が有意 に 低く
くpく0．0 1J， T A M群が 有意の差 を認め な か っ た ． しか
しなが ら ， 腰瘍内 IG F－1 値は ， 対照群に 比 べ E2群 が
有意 に 低く くpく0．01J， T A M群が 有意に 高か っ た くp
く0． 叩 ． 一 方 ， 工G F－1 染色は ， 細胞質 に 種々 の 強度 で
染色さ れ る が ， そ の染色率は対照群 に 比 し て E2群が
有意に 低く くpく0－01l， T A M群が有意 に 高か っ た くp
く0．01H 表4ト
V L E R染色 ， I G F－1 染 色及 び そ れ ぞ れ に お け る
3
H ． チ ミ ジ ン オ ー トラ ジ オグ ラ フ イ 一
里 一 チミ ジ ン の取 り込み は， E R陽性細胞に 比 べ て ，
E R陰性細胞 に 多く観察さ れく図51， ま た ，1 G ト1陽性
細胞 に比 べ て ， 工G F－1 陰性細胞に多く観察 さ れ た く囲
Fig． 4． M ic ro sc opic fin d ing of MCF－7 tre ated
with T A M， Sho w mg mic ro cystic dege n e ration of
tu m o r cenくarro wl． くH 盈Elニ X200．
Table3． Influ e n ce of ho r m o n al ge nts o n e str oge n r e c eptorle v el
くER－EI Ala nd ER po sitive cellr ate
Age nts E Rくfm oVm g ．pI E Rpositiv e c el rateく％l
E2 16．9士3．0 く13うー
T A M 51．0士15．3 く8うb





， Pく 0．01 in the E2 gr OuP V er S u Sthe co ntr olgr o up i
b
， Pく0．01 in the
T A Mgro up v ersus the c o ntrolgro up ニく I， No． of tu m or s
Table4． Influ en c e of hor m o n al ge nts o nI G F－1 le v el in s er u m a nd tu m o r a nd IGF－1 positive c ell
r ate
Agents I G F－1 in s er u mくUノmlI I G F－1 in tu m orくUJgl I G F－1 positiv e c ellr ateく％1
E2 1．18 士0．13く8つ－ 0．66 士0．14く18う
ー
8．1 士7．6 く8つ－
T A M l．46 士0．22く8つ 1．40 士0．36く24フ
b
6 9．5 士10．1 く9つb
Co ntr ol l．50 士0．16く釦 1．05 士0．41く14つ 25．7 士10． く7つ
A
， Pく0－01 in the E2 gr O uP V erS u Sthe c o ntrolgro upニ
b
． pく0．01 in the T A Mgr o up v e rs u sthe c o ntrol
gro upニく l， No． oftu m or s
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6J． T A M群 と対照群に お い て ， E R陰性細胞 に お け
る 3H－ チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は E R陽性細胞 の そ れ に
比 べ ， 有 意 に 高 く くpく 0． 0り， E2群 で は 差 を 認 め な
か っ た ． さ ら にE2群は対照群 に 比 べ て E R陽性細胞 ，
陰 性細胞 と も
3H－ チ ミ ジ ン 標 識細胞指数 が有意 に 高
か っ た が くpく 0． 01， T A M群 で は 対照群 に 比 し て
E R陰性細胞の 与トチミ ジ ン標識細胞指数 の み が有意 に
低 か っ た くpく0 ．0引く表51．
Fig．5． E R．im m un ccytcxIhe mical1y stained
3H．thy
－
mi d ine a uto r adiogr aphy二 T he E R po sitiv e c ell
without
3H－thymid ine uptakeくar row Al， T he E R
negativ e c ellwith
3H－thymid ine uptake くarT O W
Bl． x200．
崎
一 方 ， 工G F－1 陽性細胞 ， 陰性細胞 に お ける
3H－ チ ミジ
ン 標識細胞指数 は 3群 と も に 王G ト1陽性細胞 に 比べ
陰性細胞 で有意に 高か っ た くpく0．01． ま た ， 工G Ftl陽
性細胞 に お け る 3甘 チ ミ ジ ン 標識細胞指数 は E2群が対
照群に 比 べ 有意 に 低くくpく0．0軋 T A M群は対照群と
有意の 差 を認 め な か っ た ． 工G F．1 陰性細胞 に お ける
3
H． チ ミ ジ ン標識細胞指数 は 3群間で差 を認 め な か っ
た く表 61．
Fig． 6． I G F－1 im m u n ohistoche mical1y stain ed
3
H－
th ymid ine a uto radiographyニ T he IG F－1 positiv e
C eu Witho ut
3
H－thymidine uptakeくa rro wAl， The
IG F－1 negativ e c ell with
8H－thymid ine uptake
くa 汀O W Bン． x200．
Table5． Influ e n c e of horm o n alage nts o n
3
H－thymidinelabeling
indic e s of E Rpo sitiv e c ells a nd E Rn egativ e c els
Age nts
3H－thymidin elabeling indic esく％l
E Rpo sitiv e c e1s E Rn egativ e c ells
E2 26．0 士1．4く8つ1 30．7 士5．8 く釘－
T A M 8．9士2．7く9つ 17．4 士5．3く9つb 亡
Co ntr o1 9．7士2．8く7つ 24．2 士5．0 く7つb
1
， Pく0．01 in the E2 gr O uP V erS u Sthe c o ntrol gr o up i
b
， pく0－01
in the E R positiv e c ells v e rs u sthe E R n egativ e c ellsi
e
，
pく0．05 in the T A Mgr o up v ers u sthe c o ntrol gr o upニく 1， No■
of tu m o rs
Table6． Influ e n c e of hor mo nalage nts o n
3H－thymidin elabeling
indic e s of IGF－1 po sitiv e c ells a nd IG F
－1 negativ ecells
Age nts
3H－thymi din elabelingindic esく％I
I G F－1 positive c ells IGF
－1 n egativ e c ells
E2 9．8 士6．0く8つ
TAM 12．5 士5．1 くの





， Pく0．01 in the E2 gr O up V erS u Sthe c o ntr olgr o up ニ
b
， pく0．01 in
the IGF－1 po sitiv e c ells v er s u sthe IG Frl n egativ e c ellsニく 1，
No． oftu m ors
ヒ ト乳癌腫瘍くM C F－7I に お け る免疫反応性 1G F－1 に つ い て
軋 E R陽性細胞率と I G F－1 陽性細胞率の 関取 及
び 判 ． チ ミ ジ ン標 識細胞指数 と 柑 F－1陽性細胞
率の 関係
各腫瘍毎のE R陽性細胞率， 工G F－1 陽性細胞率 を グ
ラ フ上 に プ ロ ッ ト し ， その 相関関係 を検討す る と ， 対
照群 に お い て 有意な 正 の 相 関 を 認 め た が ， E2群 と
T A M群で は 有意 な関係 を認 め な か っ た く図 7ト ま
た， 各腫瘍毎 に 3汁 チ ミジ ン 標識細胞指数と 工G F－1 陽
性細胞率 をグラ フ上 に プ ロ ッ ト し ， その 相関関係 を検
討す ると ， 全体 と し て有意 な逆相関 を認 めた 個 81．
考 察
乳癌は ホ ル モ ン 依存性癌の 鵬 つ と し て知 ら れ て い る



















lG F－ 1 po sitiv e c elJrat8
Fig．7． Co rrelatio n betw e e nIG F－1 po sitive c ell
rate sくXン and E Rpositiv e c e11rates m ニ ロ ，
E2grO up i書， T A Mgro up ニ0， C O ntrOl gro up．
Con－relatio n c o effic e nts くrl w er e statistic auy
Signific ant in c o ntrol group くrニ 0．8542， ＋ pく























lG F－ 1 po sitiv e c eH r ate
Fig．8T Cornlatio n betw e en IG F－1 po sitiv e c ell
r申e sくXI and
3
H－th ymid ine labeling in de xくり こ
EL E2grO up二 争， T A M gro up ニ 0， C Ontr Ol
gro up． Co rrelatio n c o effic e ntsくrl w ere statist－
ical1y signific a ntくrニ ー0．8217， pく0．01．
E RJ が陽性の 乳癌で は， 約60％に ホ ル モ ン 療法が 奏効
す る こ と が明 ら か に な っ て い る ． こ の E R陽性乳癌の
増殖に エ ス ト ロ ゲ ン くe str oge n， EJ は重 要な役割 を持
ち ， 非 ス テ ロ イ ド系抗 エ ス ト ロ ゲ ン 剤で あ る タ モ キ シ
フ ェ ン くta m o xifen， T A MJは エ ス ト ロ ゲ ン と競合 して
E R と結合す る こ と に よ り抗腫瘍性 に働 く と考 え られ
て い る 紬 － ． し か し な が ら ， 乳 癌の 増 殖 に 関与 す る
ER の 役目 に つ い て は依然不 明な 点が 多い ． 最近 の 抗
E Rモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た研究 に よ り ， E Rが
核に 存在 し竺1 日I
， 更 に ER 陽性乳癌は E Rの レ ベ ル に 応
じて ER 陽胤 陰性細胞 が 混 在 す る と 報告さ れ て い
る 咽 ． ま た
，
E R陽性乳癌に エ ス ト ロ ゲ ン を投与す る
と ， エ ス ト ロ ゲ ン と E Rの 結合 の結果 ， ER 値及 び
E Rm R N Aの do w n regulatio n を生じる 卿 と 共に ， エ
ス ト ロ ゲ ン の 刺激 に より 急激 に 増大し た腫瘍は ， エ ス
ト ロ ゲ ン の 刺激 を受 けな い 腫瘍 に比 べ ， E R値 が 低下
して い る と報告さ れ て い る 鋤 ． 従 っ て ER 値は細胞濃
度， 増殖速度 ， エ ス トロ ゲ ン と の 結合に よ り変化す る
と考 え られ る ． 一 方 ， タ モ キ シ フ ェ ン の E R値 に 対す
る効果 に つ い て は議論が 多い ． Kiang ら 卿 は タ モ キ シ
フ ェ ン が E R量 の 急激な増加 を惹起す る と述 べ て い る
が ， Re ad ら3 0，は タ モ キ シ フ ェ ン投 与で E Rm R N Aの
変化は生 じ なか っ た と報 告 し て い る ． 一 方 ， Be z w o．
da ら 抑 ら は ， タ モ キ シ フ ェ ン投与軋 E R値 は有意 に
低下 し た と報告 して い る ． 今 回 の 検討 で は ， E2 猟
T A M群の E R値 は対照群の そ れ に 比 較し て有意 に 低
下し てい た ， 更に E R陰性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標識細
胞指数は
，
E R陽性細胞 の それ に比 べ て有意に 高 く ，
E R陽性細胞率 と 里一 チミ ジン 標識細胞指数の 間に 逆相
関 を認め た ． しか し
，
E R陽性細胞の み な ら ず， E R陰
性細胞 の 乳 チ ミ ジ ン 標識細胞指数 も対照群 に 比 べ
T A M群 で 有意 に 低く ， E2群 で 有意に 高 く ． 内分泌療
法は E R陽 性乳癌の E R陽性細胞の み な らず
，
E R陰
性細胞の 増殖に も影響 して い る こ とが 示唆さ れ た 25，．
最近 ， ホ ル モ ン 依存性乳癌 に お ける エ ス ト ロ ゲ ン の
作 用 は ， E G F， T G F－ L2 ， T GF－P ． IG F－1 と い っ た
a utcxIrine， Para Crin eの 増殖因子 を介す る とす る 仮説が
有力に な っ て い るlト 3，． 事実 ， 試 験管内 の 研究 に お し1
て
，
工G F－1 は様 々 な 乳癌細胞 の 増殖 を促進す る と さ
れ
6 州
， ヒ ト乳癌細胞株 M C F－7 は， IG F－1 の 投与 に よ
り ， 短期培養で 3王与チ ミ ジ ン の 取 り込 み が 増加 を 示 し
，
長期培養に よ り細胞数 ， D N A量が増加 す る と 報告さ
れ て い る
8，
． ま た
． 生体内の 研究に お い て は
， 卵摘 ヌ ー
ドマ ウ ス に M C F－7 腫瘍細胞 を移植し
，
I G F－1 を投与
す る と腫瘍形成 を認め た と報告さ れ てしユる 瑚 ． 免 疫 反
応性IG F．1くlmm u no re a ctiv eIG F－1 は乳癌細胞株 の培
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養液中 に 検出さ れ ， オ ー トク リ ン増 殖因子 くautocrin e
gr o wth fa ctorl で あ ると 報告さ れ て い た が
郎l，327
． 最近
の 研究で は M C FL7乳癌細胞 を insituhyb ri diz ato nで
分析 し た結果 ， IG F－1m R N Aの 発 現が認 め ら れ な か っ
た と報告 して い る
5，
． この こ と は ， 局所 の 問質細胞 で
産生さ れた I G F－1 がパ ラ タ リ ン 増殖因子 くpar a crin e
gro wth fa ctorl と し て乳癌細胞の増殖 を促進 す る こ と
を 示 唆 し て い る ． し か し ， 生 体 に お い て ， 血 中
工G F－ 1 に及ぼ す エ ス ト ロ ゲ ン ， タモ キ シ フ ェ ン の 役割
は 複雑 で あ ると 考 えられ る ． 即 ち ， 血 中IG F－1 の大部
分は肝臓で産生 さ れ るが ， それ は成長 ホ ル モ ン の 影響
を強く受 け てお り ， 成長 ホ ル モ ン が 過剰の 場合 に は血
中工G F－1 値は上 昇 し ， 成長 ホ ル モ ン が 欠損 し て い る場
合 に は低下 す る 糊 と さ れ て い る ． ま た ， エ ス ト ロ ゲ ン
は I G F－1 の 産 生を抑制す る が 岬1 7 耶 割， 成長 ホ ル モ ン に
対 し ては血中IG F－1減少に よ る n egativ efe edba ck に
よ り増加させ る と報告さ れ て い る1 n 抑． 一 方 ， Couetti
ら
lの は タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 乳癌症例 の 血清
I G F－1 が低 下 す る と 報告 し て い る が ， Frohla nder
ら161は 閉経後患者の血中IGF－1 が eth inyle stradiol の
投与 に よ り低下 す るが ， タ モ キ シ フ ェ ン の 投与 に よ り
治療前値 に ま で 回復す る と 報告 して い る ． 今 回 の研究
に お い て も血 中 IG F－1 は E2群 が 対照群と比較 して有
意に 低下 して い た ． 乳癌組織 の問質細胞か ら 産生さ れ
る 工G F．1 は肝臓 で 産生 され る工GF－1 と 同様で あ り ， 生
体 に お い ては 問質細胞の 工G F－1 の み で な く ， 血中 の
IG F－1 も M C ト7乳癌細胞の増殖 に 関与す る も の と 考
え ら れ る ． 今 回 の 研究 で は ， 腫 瘍 の 免 疫 反応性
IG F－1 は対 照群 と比 較 して E2群 で低下 し， T A M群で
有意に 増加 した ． さ ら に 各腰瘍 に お け る
3王i－ チ ミ ジ ン
標識細胞指数 と工GF－1 陽性細胞率は逆相関 して お り ，
1 G F－1 陽性細胞 の 3H－ チ ミ ジ ン 標 識細胞 指数 は ，
1 G F－1 陰性細胞 の それ に 比 べ て有意 に 低下 し て い た ．
こ の 結果は ， 工G F－1 が 乳癌細胞 の増殖 を促進 し て い る
と い う 従来の報告か ら す る と 一 致 し て い な い ． しか し
こ れ らの 結果 に 対 して そ れ を間接的な が ら支持 す る次
の よ う な 報告 が あ る ． ま ず 第 一 に ， 免 疫 反 応性
IGF－1 はIGF－1 関連 蛋白 ， ま た はI G F－1 結合蛋白 を現
し て お り
3 桝
， そ の 染 色強度 と 工G F－ 1 受 容 体 を 現 す
12可－I G F－1 結合部位 と は相関 しな い と 報告
3別 さ れ て い
る ． 第二 に 細胞膜 に 染色さ れ る 工G F－1 と 核に 取り込 ま
れ る チ ミ ジ ン で は細胞周 期上の 時期が異な っ て い る ．
即 ち ， IG F－1 は 1ate Gl に 働く 増殖因子 で あ り ． ，J i 期




チ ミ ジ ン はS 期の核 に 取 り込 まれ る ． S 期 は
E R合成 と同様 に IG F．1 受容体合成の 時期で は な い と
崎
考え ら れ る 加1． 第三 に 工G F－1 は試験管内 の研究に お い
て 癌細胞 の 増 殖 を促進 す る こ と が 知 ら れ て い る
が
677 削 0－
， 生体 内の 研究 で は試験管内の それ と異な り ，
次の よ う な 矛盾 し た 現象 も報告 さ れ て い る ． 即 ち ，
Osbo rne ら
41I
は E R陰性で ある M D A－2 31ヒ ト乳癌細
胞が 工G F－1 を高濃度 に 分泌 して い る に も か か わ らず，
M D A－231細胞 は M C F．7 細胞の 増殖 を促進 しな か っ
た と報告 して い る ． また ， A止e喝 a ら
超I は ヌ ー ドマ ウ
ス 移植腫瘍 に お い て ， IG F－1 受容 体抗体 が M D A－231
ヒ ト乳癌腫瘍の増殖 を抑制す る が ， M C F－7 腫瘍の 増
殖 に 対 し て は抑制 し な か っ た と 報告 し て い る ． さ ら
に
，
1G F－1 受容体 は E R， PgR と 正 の相関 を 示 し ゆ叫 ，
1 G ト1受容体陽性腫瘍の 症例 は陰性の 症例 に 比べ ， 予
後良好 と報告 さ れ て い る
嶋1
． 従来 よ り IG F－1 は試験管
内の研究 に お い て癌細胞 の 増殖促進困子 と して知られ
て い る が 研 削
OI
， 生体 内に お け る腫瘍の増殖 に は腫瘍自
体 の増殖 の 他 に ， 増殖促進因子 ， 増殖抑制因子等が複
雑 に 絡 み合 っ て お り ， 複 雑で ある と考 え られ る ． 従っ
て ， 生体 内で の E R陽性乳癌 に お け る 免疫反応性
IG F．1 の 働 き に つ い て は 今後 ， 更 な る研究が必要であ
る と 考 えら れ る ．
結 論
ヌ ー ド マ ウ ス 可 移植性 ER 陽性 ヒ ト 乳癌 腫瘍
M C F－7 に 対 し て 実験的内分泌療法 を行 い ， 腫瘍増軋
細胞動態 ， E R， 及 び 工G F．1 に 及 ぼす 影響 に つ い て 検
討 した ，
1 ． 腫瘍重量 ， 腫瘍倍加時間， S 期 分画くS phase
fra ctio nI か ら み る と 腫 瘍増 殖 は ， エ ス ト ロ ゲ ン
くe strogenI 投与に よ り有意 に 促進 し ， タモ キ シ フ ェ ン
くt am O X迂e nl 投与に よ り 有意に 抑制 され た ．
2 ． 腫瘍の E R値 お よ び E R陽性細胞率 は エ ス ト ロ
ゲ ン ， 及 び タ モ キ シ フ ェ ン 投 与 に よ り 有意 に 低下し
た ．
3 ． し か し
，
血 中 IG F－1値 は タ モ キ シ フ ェ ン投与に
ょ り ほ と ん ど変化せ ず， エ ス トロ ゲ ン 投与 に よ り有意
に 低 下 した ．
4 ． ま た ， 腫 瘍中の 1Gト1 量 お よ び 工G ト1陽性細胞
率は エ ス ト ロ ゲ ン投 与に よ り 有意 に 低下し ， タ モ キ シ
フ ェ ン 投与 に よ り有意に 上 昇 した ．
5 ， 一 方 ， 工G F－1 陽性細胞率と 刊． チ ミ ジ ン標識細胞
指数は有意な逆相関 を示 し， 工G F－1 陽性細胞 の
3日．チ ミ
ジ ン 標識細胞指数は 工G F－1 陰性 細胞 の そ れ に 比 し て
有意 に 低 か っ た ．
6 ． 更 に IG F．1 陽性細胞率 と E R陽性細胞率は有意
に 相関 し て お り ， E R陽性細胞 の 刊－ チ ミ ジ ン標識細胞
ヒ ト乳癌腫 瘍 くM C F－71 に お け る免疫反応性 1G F．1 につ い て
指数は E R陰性細胞の そ れ に 比 し て有意 に 低 か っ た ．
以上 の 結果か ら ， 免疫反 応性 IG F－1りm m u nore a cti．
v eIG F，1J は生体内で M C F－7 の 腫 瘍増殖 に 促進的 に
働か な い こ と が 示唆 さ れ た ． こ の 結果 は従来の 試験管
内で の 研究結果 と 一 致 し て い な か っ た が ， 最近 ， 同様
に IG F－1 が 乳癌の 増殖促進因子 で あ る こ と を疑問視
する事実も報告 され て お り ， 今後更な る検討 が必 要 と
考えら れ る ．
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